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論文内容要旨
研究目的
 生きた細胞おける外来情報と機能蛋白とをつなぐ物質(二次情報伝達物質)の一つとして
 Ca2+がある。このCa2+が他の二次情報伝達物質と異なる性質は,あらかじめ細胞外液と内液
 との間での不均等分布が維持され,その均衡を破ることにより大量の二次伝達物質が速やかに細
 胞内液に動員される点にある。このような特徴を持つCバ+は,筋細胞の収縮や神経末端におけ
 る伝達物質の放出などの速い反応のみならず,細胞増殖や軸索の伸長などの持続的な反応におい
 ても動作している。また記憶の形成にとくに重要な役目をする海馬での長期増強の際にもその重
 要性が指摘されている。
 このように多種多様な働きをするCバ〒の細胞内への初期流入に重要な役割をする電位依存性
 Ca2丁チャンネルは5種のサブユニットから成り,そのうちCa2+の通過路を形成する本体とい
 われているα1サブユニットと,細胞内に存在し調節に密接な関わりを持つβサブユニットには,
 サブタイプA,B,C,Dおよびβ1,β2,β3,β4が存在する。Aサブタイプは生理学的分類
 でのP型,BサブタイプはN型,CとDサブタイプはL型のCa2+チャンネルに対応している
 ことが考えられている。このような多様性を有するCa2+チャンネルのα1およびβサブユニッ
 トの分子が,多くの機能と細胞集団から成る脳での,遺伝子発現局在を知ることは,Ca2一チャ
 ンネルの機能を理解する上で重要な意味を持つ。今回の研究はこのような観点に立って,成獣及
 び発達過程でのラット脳における空間的時間的に制御されたα1及びβサブユニットの遺伝子発
 現局在をinsituハイブリダイゼーション法により明らかにするものである。
研究方法
 insltuハイブリダイゼーションのプローブとして,報告されたラットのα1とβサブユニッ
 トcDNAの3'非翻訳領域の塩基配列から選択し,相補的な45塩基のオリゴ核酸を合成した。エー
 テル麻酔下でWistarラットの胎生13日齢(E13),E15,E18,と生後1日齢(P1),P7,P14,
 P49の脳を摘出し,即座にドライアイスで凍結し,20-30μmの厚さのクライオスタット切片を
 ゼラチン被覆スライドに貼付した。切片は固定,グリシン処理,アセチレーション,脱水の後,
 プレハイブリダイゼーションを室温にて1時間おこなった。関S-dATPで31末端標識したプロー
 ブをL5×105cpm/μユの濃度で含むハイブリダイゼーション液で42℃で一晩ハイブリダイゼー
 ションをおこなった。その後洗浄の後,脱水,乾燥し,ハイパーフィルムβマックス(アマシャ
 ム社製)に3週間密着露光し,さらに同試料をラジオオートグラフ用乳剤塗布し6-10週間露
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 光し,現像観察した。
 結果と考察
 成獣ラット脳においてはAおよびBサブタイプmRNAは主に小脳皮質,海馬神経細胞層に発
 現し,プルキンエ細胞にはAサブタイプの強い発現が認められ,CおよびDサブタイプmRNA
 は主に嗅球僧帽細胞及び顆粒細胞,さらに歯状回顆粒細胞に強く発現していた。β1サブタイプ
 mRNAは主に嗅球僧帽細胞と歯状回顆粒細胞に発現し,β2サブタイプのmRNAは海馬神経細
 胞とプルキンエ細胞に強い発現が認められた。β3サブタイプのmRNAは主に嗅球僧帽細胞と
 顆粒細胞さらに内側手綱核に発現し,β4サブタイプのmRNAは嗅球僧帽細胞と小脳プルキン
 エ細胞及び顆粒細胞に強い発現を示した。このα1サブユニットとβサブユニットmRNAの発
 現パターンを比較すると,脳の主たる領域においてβ4サブタイプはAサブタイプのP型Ca2一
 チャンネルと,β1とβ3サブタイプはそれぞれDとCサブタイプのL型Ca2†チャンネルと組
 み合わさって機能していることが予想されたが,この組み合わせでも発現パターンの不一致が幾
 つかの脳領域に認められた。またし型Ca2+チャンネルの脳での直接の関与の報告は現在までの
 ところ主に虚血による細胞死とLTPにおける報告がほとんどで,L型のCa2+チャンネルが弱
 いながらも広い範囲で発現していることはNMDA非依存型のLTPが脳のかなり広い範囲の神
 経細胞で起きる可能性があることを示唆する。L型Ca2†チャンネルのCサブタイプの遺伝子発
 現では神経細胞に加えてダリア細胞にも明瞭な発現が認められた。
 発達過程の脳においては,すべてのサブタイプのα1及びβサブユニットの発現が外套層に認
 められたが,神経上皮細胞層にはいずれも認められなかった。さらに,嗅球,海馬,小脳などを
 除きほとんどの脳の領域において,生後の早期に多かれ少なかれそれらの発現の減少を認めた。
 これはCa2+チャンネルが神経細胞の分化に密接な関係を持っていることを示唆している。
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 審査結果の要旨
 高閾値型電位依存性Caチャネルは,種々の遮断剤や神経毒に対する反応性のちがい等から大
 きくL,N,Pの3型に分類される。そのうちL型チャネルが最初に骨格筋から精製され,さら
 に遺伝子クローニングされてα1,β,γ,α2/δの4サブユニットから構成されることが明ら
 かにされた。α1は電気センサーとして機能する孔を形成するサブユニットで,βはα1の細胞
 内ドメインに結合して他のサブユニットと共にチャネルの調節に関与するものとしてこのチャネ
 ルの分子構造が判明した。その後これらの筋におけるサブユニットと相同性をもつものが脳にお
 いても複数同定されているが,脳でのこのチャネルの分子構造についての詳細は未だ筋のように
 は明確でない。
 本研究では,これまで脳からクローニングされた4種(A-D)のα1サブユニットと4種
 (β、一β・)のβサブユニットのmRNAが発達過程各期の脳各部位でどのような発現様式を示す
 かを遺伝子組織化学的に詳細に調べ,脳におけるCaチャネルのサブユニット構成と機能的多種
 性についての理解を深めようとした。
 その結果,成熟脳ではA,Bサブタイプが小脳皮質特にプルキニエ細胞と海馬神経細胞で強く
 発現され,C,Dサブタイプは嗅球僧帽細胞と顆粒細胞そして歯状回顆粒細胞で強く発現されて
 いた。一方,β1は嗅球僧帽細胞と歯状回顆粒細胞,β2は海馬神経細胞と小脳プルキニエ細胞,
 β苫は嗅球僧帽細胞と顆粒細胞と内側手綱核,β、は嗅球僧帽細胞と小脳プルキニエ細胞で強く
 発現されていた。これらの所見を比較検討して,いくつかの部位的違いはあるものの,脳ではA
 とβ、とでP型チャネル,Cとβ3およびDとβ1とでし型チャネルを構成する可能性が強く示
 唆された。また白質ダリア細胞にはCサブタイプから成るL型チャネルの存在が明らかになっ
 た。発達期脳ではα1,βいずれのサブタイプも神経上皮層には発現されず,外套層には既に発
 現されており,しかも殆どの脳部位で生後まもなくから発現強度が減弱することから,ニューロ
 ンの分化にこれらのCaチャネルが深く関与することが示唆された。
 以上の所見から,脳でのCaチャネルの時間的空間的な著しい発現多様性とinvivoでのチャ
 ネルのサブユニット構成についての有力な知見とが初めて明らかにされ,かっニューロン分化へ
 のCaチャネルの重要な関与の可能性がinvivo脳で初めて示された。緻密な研究方法と展開の
 もとに実験が遂行され,結果に対する考察も推測に流れず慎重に進められて妥当な結論を導き出
 していることから,この研究には神経科学への寄与少なからぬものがあると考えられる。したがっ
 てこの論文内容は学位の授与に値する研究であると判定された。
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